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Sur  le  plan  anatomique,  le  pancréas  est  divisé  en  quatre  parties  « tête,  isthme,  corps  et 
queue »:  la  tête  du  pancréas  est  incluse  entre  les  quatre  portions  formant  la  jante 
duodénale. Sa  forme est grossièrement un quadrilatère, de 6 à 7 cm de hauteur, 4 cm de 
largeur et 2 à 3 cm d’épaisseur. L’isthme pancréatique est  la portion rétrécie du pancréas, 
rétrécissement  dû  à  l’échancrure  duodénale  en  haut  et  à  l’échancrure  des  vaisseaux 
mésentériques  supérieurs  en  bas ;  il mesure  2  à  3  cm  de  haut,  2  cm  de  large  et  1  cm 




Santorini  est  localisé  au  niveau  de  la  tête  du  pancréas  et  aboutit  dans  le  duodénum  par 





différentes  dont  la  fonctionnalité  est  également  différente.  Le  pancréas  normal  est  donc 
formé d’une partie exocrine et d’une partie endocrine (1). Le pancréas exocrine est composé 
d’un ensemble de lobules qui correspondent à des amas d’acini. Chaque acinus est formé de 
cellules  pyramidales  glandulaires  acineuses  ou  zymogène  et  de  cellules  centro  acineuses. 
L’ensemble des acini produit des enzymes et sécrète des électrolytes qui, par l’intermédiaire 
des  canaux  intra  et  inter  lobulaires,  vont  rejoindre  le  canal  de Wirsung  et  le  canal  de 
Santorini. Le suc pancréatique a un rôle primordial dans  la digestion du bol alimentaire. Ce 
suc est composé de deux phases (1): 
‐ D’une phase hydroéléctrolytique  riche en bicarbonate et en  solution  isotonique de 
NaCl. Elle est produite en quantité importante par les cellules acineuses et canalaires 
sous dépendance de la sécrétine. Le but de cette sécrétion hydrobicarbonatée est de 





enzymes  par  les  cellules  acineuses  sous  dépendance  de  la  CCK  avec  un  relai 
cholinergique.  Les  pro  enzymes  sont  au  moins  une  vingtaine  et  permettent  de 
dégrader notamment  les protéines,  les  lipides ou  les glucides. On  retrouve comme 
principales enzymes : la lipase, l’amylase et la trypsine. 
Le pancréas endocrine ne correspond qu’1 à 2% de la masse pancréatique. Anatomiquement 
il est constitué de cellules qui  se  regroupent en  ilots dit « ilots de Langerhans ». Dans ces 
ilots,  les  cellules  alpha ou A  sont  responsables de  la  sécrétion de  glucagon  alors que    les 
cellules béta ou B sont responsables de la sécrétion d’insuline (la somatostatine est sécrétée 









Le cancer du pancréas est un  terme générique qui  regroupe plusieurs  types histologiques. 
Par abus de  langage,  le cancer du pancréas correspond sur  le plan anatomopathologique à 
l’adénocarcinome  pancréatique  qui  représente  90%  des  tumeurs  solides  malignes  du 
pancréas.  Les autres types anatomo pathologiques sont moins fréquent ; ainsi on retrouve  
les tumeurs endocrines, le carcinome à cellules acineuses du pancréas, le lymphome primitif 














par  l'absence  de  marqueurs  biologiques  précoces  disponibles  en  pratique  clinique 
quotidienne  (5).  Le  cancer du pancréas  constitue un problème de  santé publique  compte 
tenu de  l’augmentation du nombre de nouveaux cas et de  l’absence d’amélioration de son 









Au  vu  de  la  diversité  cellulaire  composant  le  pancréas,  il  existe  plusieurs  types  anatomo 
pathologiques de cancer pancréatique. Dans notre travail de thèse, nous avons pris comme 





peu  différencié ».  Il  est  possible  de  réaliser  une  étude  par  immuno  histochimie    sur  le 
matériel  prélevé  pour  le  diagnostic.  Elle  permet  de  rechercher  l’expression  de mucine  et 
notamment MUC1, MUC3, MUC 4, MUC5/6 mais aussi  l’expression des cytokératines 7, 8, 


















type 3 présente de  forte  atypie  avec un noyau proéminent et des mitoses  anormales.  La 
lésion de PanIN de type 3 est considérée comme un carcinome in situ (8).  
Ces lésions n’ont pas de traduction sur le plan des manifestations cliniques ou radiologiques. 
Elles  sont  de  découverte  fortuite  et  ont  été  décrites  à  partir  de  l’analyse  des  pièces 





Ces  lésions  correspondent  à  une  prolifération  papillaire  avec  une  muci  sécrétion  de 
l’épithélium  canalaire.  Les TIPMP peuvent  se développer au dépend du  canal principal ou 
d’un canal secondaire, voire des deux. Le risque de dégénérescence est variable selon le type 
d’atteinte canalaire :  il est de  l’ordre de 60% pour  les formes touchant  le canal principal ou 
mixte alors que ce risque est estimé à 15% pour l’atteinte des canaux secondaires isolée (9) 
(10). Ce risque de dégénérescence peut être pris en considération au plan clinique et dans le 
suivi morphologique  d’un  patient  atteint  d’une  TIPMP.  Il  est  caractérisé  par  un  canal  de 




une  pancréatite  aiguë  secondaire  à  l’obstruction  canalaire  par  la  sécrétion  de  mucus. 
L’analyse anatomopathologique d’une TIPMP permet de mettre en évidence 4 sous  types,  
gastrique, intestinal, oncocytaire  et pancréato bilaire. Le profil d’expression des mucines est 
différent  selon  le  sous  type  histologique ;  l’expression  de MUC  5AC  est mis  en  évidence 




type  intestinal  est  de  meilleur  pronostic  que  le  type  tubulaire  (13)  (Tableau  1).  La 
classification  internationale  WHO  classe  les  TIPMP  en  adénome,  borderline  et  enfin 




Type histopathologique  MUC 1  MUC 2  MUC 5AC  MUC 6  CDX 2 
intestinal  ‐  ++  ++  ‐  ++ 
pancréatobiliaire  ++  ‐  ++  +  ‐ 
gastrique  ‐  ‐  ++  ‐  ‐ 
TIPMP 
oncocytaire  +  ‐  +  ++  ‐ 
             












B:  à  fort  grossissement  présence  d’un  adénome  bénin  avec  un  épithélium  sans  lésion  de 
dysplasie 
C: TIPMP dite borderline avec présence de lésions de dysplasies de bas grade 






















muco‐sécrétion  et  la  présence  d’un  stroma  de  type  ovarien.  Sur  le  plan  anatomo 
pathologique,  il s’agit de  lésions de type adénome bénin, de  lésions borderline et enfin de 
carcinomes  in  situ.  La  forme  dégénérée  exprime  au  niveau  des  cellules  carcinomateuses 
caliciformes MUC2 et MUC 5AC. Le cystadénome mucineux se développe préférentiellement 
chez  la  femme de 40 à 50 ans  (14).  Il  s’agit d’une  lésion de  type macro  kystique, unique 











Ainsi,  les  patients  présentent  un  risque  relatif  de  cancer  du  pancréas  de  13  (16).  Plus 
généralement, on estime à 5 à 10%  les cancers du pancréas avec une histoire  familiale. Le 
cancer  du  pancréas  familial  se  définit  par  la  présence  d'un  cancer  pancréatique  chez  au 









Lynch  ou  HNPCC  (Héreditary  Non  Polyposis  Colorectal  Cancer).  Dans  le  cadre  de  ces 
syndromes  héréditaires,  en  plus  du  risque  de  développer  un  cancer  du  pancréas,  on 
augmente également le risque relatif de développer des cancers extra pancréatiques.  
Les  facteurs  de  risques  exogènes  restent  encore  discutés  selon  les  différentes  études 
publiées. L’implication d’agents tel que l’apport calorique associé ou pas à l’obésité, le café, 
l’alcool,  l’antécédent  de  diabète  personnel  ou  familial  ou  les  solvants  industriels  reste 
débattue. Seul le tabac constitue un facteur de risque significatif du cancer du pancréas avec 
un  risque  relatif de 2,5 (1,7  ‐ 3,8). Plus  récemment,  les personnes porteuses des  groupes 
sanguins A, B et AB présenteraient un risque accru de cancer du pancréas comparativement 
aux  personnes  de  groupe  sanguin  O.  Toutefois  l’l’ensemble  de  ces  facteurs  de  risques 








pathologie  pancréatique  de  par  la  localisation  profonde  de  l’organe.  L’âge  moyen  au 
moment du diagnostic est de 65 ans. 
Le  diagnostic  est  évoqué  devant  des  douleurs  abdominales  épigastriques  avec  une 
irradiation postérieure de type solaire évocatrice d’un envahissement du plexus cœliaque. La 
douleur  constitue  le  mode  de  révélation  le  plus  fréquent  (entre  40  et  60%  des  cas). 














Les  examens  d’imagerie  ont  pour  but  de mettre  en  évidence  un  syndrome  de masse  au 
niveau du pancréas et d’en préciser l’aspect, la localisation, la taille. Ils permettent d’évaluer 
le  bilan  d’extension  avec  notamment  la  présence  de  lésions  d’allure métastatiques mais 
aussi  de  préciser  les  rapports  avec  les  vaisseaux  et  les  organes  de  voisinage.  Par  ailleurs 








et avec  injection de produit de contraste constitue  l’examen de référence pour  la mise en 
évidence  d’un  syndrome  de  masse  au  niveau  du  pancréas.  Les  lésions  néoplasiques  se 
présentent en général sous la forme d’une masse hypodense irrégulière mal limitée (Figure 
6). Un bilan d’extension est réalisé au même moment. L’échoendoscopie (EUS) se pratique 
sous  anesthésie  générale  et  profite  d’une meilleure  valeur  discriminative  que  le  scanner 
pour les lésions d’une taille inférieure à 2 cm, ou pour les lésions ampullaires. L’EUS permet 
de  caractériser  un  syndrome  de  masse  hypo‐échogène  hétérogène  mal  limité. 
L’échoendoscopie  avec  cytoponction  à  l’aiguille  fine  est  performante  et  permet  une 
aspiration  du  tissu  tumoral  avec  obtention  des  prélèvements  pour  l’analyse  histologique 
(véritables microbiopsies), cytologique mais aussi pour des analyses de biologie moléculaire 
notamment  la recherche de  la mutation de  l’oncogène KRAS  (19). Elle permet de même  la 







A:  coupe  scanographique  avec  injection  de  produit  de  contraste  d’un  adénocarcinome 
pancréatique 












ce qui  va  conditionner par  la même occasion  la  survie des patients. Malheureusement  la 
prise en charge chirurgicale à visée curative  (résection de  la  tumeur) ne sera possible que 
chez 15 % des patients. Les 85% des patients restant sont traités par chimiothérapie ou par 
  22
soins de support. Le type de chirurgie est  fonction de  la  localisation de  la tumeur ; ainsi  le 
patient  peut  bénéficier  soit  d’une  duodéno  pancréatectomie  céphalique,  soit  d’une 
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excessive  d’alcool.  Par  ailleurs,  la  durée  de  l’alcoolisme  nécessaire  au  développement  du 
même type de  lésion est plus courte chez  la femme que chez  l’homme. En moyenne,    l’âge 
de début de manifestations liées à la pancréatite chronique est de l’ordre de 40 ans dans les 
différentes séries de la littérature (22). 
Plus  récemment,  le  rôle du  tabac comme cofacteur de  risque dans  le développement des 
lésions fibrosantes a été mis en évidence avec un risque relatif d’apparition de la fibrose de 3 
observé  à  partir  d’une  consommation  d’un  paquet  et  demi  par  jour.  Toutefois,  on  ne 
retrouve pas pour  l’instant de notion de durée de  consommation  à partir de  laquelle  les 
lésions apparaitraient.  
Les  autres  étiologies  sont  beaucoup  plus  rares  et  sont  représentées  par  les  troubles 
métaboliques  (hypercalcémie,  hypertriglycéridémie de  type  I,  IV  et  V),  les  formes 
héréditaires  (mutations des  gènes PRSS1,  SPINK‐1 ou CTRC),  les  formes  auto‐immunes de 
type 1 (avec élévation de IgG4) ou de type 2 (souvent associée à une maladie inflammatoire 
chronique  de  l’intestin),  la malnutrition,  la  radiothérapie  abdominale  et  enfin  les  formes 
dites idiopathiques (18, 22). 
La  pancréatite  chronique  est  un  facteur  de  risque  indépendant  du  cancer  pancréatique 
(risque relatif de 1.8 à 2 à dix ans). Le risque cumulé de développer un adénocarcinome sur 
pancréatite chronique, quelle que soit  l’étiologie, est de 4% après 25 ans d’évolution de  la 
maladie.  La mortalité  constatée  chez  les malades ayant une pancréatite  chronique est de 
l'ordre de 35% après 20 ans d'évolution. Cette mortalité est surtout due aux complications 
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non  pancréatiques  de  l'alcoolo  tabagisme  (néoplasies  ORL,  pulmonaires,  urologiques, 




L’analyse  histologique  d’un  pancréas  suspect  de  pancréatite  chronique  est  rarement 
obtenue,  en  raison  de  matériel  obtenu  souvent  exigu  en  cas  de  cytoponction  sous 








et  son  arborisation.  On  peut  trouver  au  sein  des  canaux  des  amas  protéiques  qui  vont 
progressivement  se  calcifier  constituant  de  véritable  calculs  pancréatiques  et  définissant 
aussi  le  terme de pancréatite chronique calcifiante  (PCC). Sur  le plan physio pathologique, 
ces amas sont  le fait d’une hypersécrétion protéique  induite par  l’alcool avec sursaturation 
du  suc  en  calcium  favorisant  l’apparition  des  calculs.  Les  vaisseaux  intra parenchymateux 
sont  remaniés. En plus de ces  lésions de pancréatite chronique peuvent  se  surajouter des 










être  en  rapport  avec  le  pancréas  lui‐même,  ou  liée  à  une  complication  tel  qu’un  pseudo 
kyste (21).  
L’ictère est un symptôme  révélateur mais peut aussi apparaitre en cours d’évolution de  la 
pathologie.  Il  s’agira dans  tous  les cas d’un  ictère  rétentionnel  soit par  sténose de  la voie 
biliaire  principale  dans  son  trajet  intra  pancréatique,  soit  par  une  compression  par  un 
pseudo kyste ou par  la  tête du pancréas. Cet aspect définira alors  la  forme de pancréatite 
chronique dite « pseudo tumorale » (22). 
Au cours de  l’évolution de  la maladie pancréatique apparait une  insuffisance pancréatique 
exocrine  se  manifestant  par  une  stéatorrhée  (selles  graisseuses)  et  une  insuffisance 




Les  explorations  d’imagerie  chez  un  patient  potentiellement  atteint  d’une  pancréatite 
chronique vont consister en la scanographie abdominale avec et sans injection de produit de 
contraste.  Cet  examen  est  réalisé  soit  au  décours  du  suivi,  soit  après  une  poussée  de 
pancréatite  aiguë.  Dans  tous  les  cas,  on  visualise  un  aspect  très  variable  allant  de 
l’hypertrophie  à  l’atrophie  de  la  glande,  la  présence  de  calcification  ou  l’existence  d’une 
dilatation du canal de Wirsung. La scanographie explore les possibles complications liées à la 
pancréatite  chronique  telle  que  l’atteinte  des  vaisseaux  (soit  pseudo  anévrysme  soit 
thrombose)  ou  la  présence  d’un  pseudo  kyste  ou  d’une  compression  digestive  ou  biliaire 
(Figure 8). 
L’imagerie  par  résonnance  magnétique  ou  IRM  permet  une  meilleure  visualisation  de 
l’atteinte  canalaire  pancréatique  avec  notamment  la mise  en  évidence  d’une  sténose  ou 
d’une  dilatation.  Cette  technique  d’imagerie  a  détrôné  progressivement  la  Cholangio 
Pancréatographie Rétrograde Endoscopique (CPRE) (24).  
L’échoendoscopie constitue un examen indispensable dans le diagnostic et le suivi des PCC. 
Elle constitue  l’examen de  référence pour  les  lésions débutantes de PCC avant même  leur 
mise  en  évidence  à  l’IRM  ou  au  scanner.  Par  ailleurs  on  obtient  une  preuve 
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anatomopathologique par  la  réalisation d’une  cytoponction.   Ce prélèvement est d’autant 
plus important que dans la forme de PCC dite pseudo tumorale, il est nécessaire d’avoir une 























plan  radiologique  qui  au  terme  des  investigations  (échoendoscopie  avec  cytoponction, 
tomodensitométrie  et  IRM)  ne  correspondent  pas  à  une  tumeur  de  cet  organe 
(adénocarcinome,  cystadénome,  cystadénocarcinome,  tumeur  intracanalaire  papillaire  et 
mucineuse  du  pancréas  et  autres  lésions  kystiques)  ou  à  une  atteinte  auto‐immune.  Le 
doute permanent concernant  la transformation maligne  implique donc un suivi rapproché, 











Pour  les  85%  des  patients  atteints  d’un  cancer  du  pancréas  ayant  une  prise  en  charge 
palliative, il est nécessaire d’obtenir une preuve anatomopathologique de la dégénérescence 
du  syndrome  de masse  exploré.  L’échoendoscopie  avec  cytoponction  constitue  l’examen 
idéal pour explorer un syndrome de masse pancréatique tout en obtenant une preuve histo‐
cytologique (26). Cet examen d’imagerie se déroule sous anesthésie générale. Un endoscope 
porteur  d’une  sonde  d’échographie  de  haute  fréquence  est  mené  jusqu’au  duodénum. 
L’appareil est positionné contre  la paroi digestive  (duodénum, estomac) afin d’obtenir une 
véritable  fenêtre échographique pour détecter avec une haute  résolution  le pancréas  tout 
proche.  L’échoendoscopie  combine  à  la  fois  l’exploration morphologique par  échographie 
d’un syndrome de masse pancréatique et permet aussi de réaliser, par l’intermédiaire d’une 
ponction guidée, un prélèvement. La ponction d’une masse pancréatique peut se  faire par 
voie  trans gastrique ou par voie  trans duodénale  (27). La  technique de ponction peut être 
différente  d’un  opérateur  à  l’autre  en  terme  de  nombre  de  passage  d’aiguille,  de 
mouvement de va et vient dans la lésion ou encore avec ou sans mise en place du stylet au 
moment du passage de l’aiguille.  Il en est de même pour le mode de recueil de l’échantillon 
qui peut  se  faire par  la mise en place du  stylet ou par  l’injection de  solution  saline  (voire 
d’air) à travers l’aiguille. L’échantillon est placé dans le milieu de conservation (28) (Figure 9).  
Le prélèvement se pratique à l’aide de plusieurs types d’aiguille de diamètre différent de 19, 

















élément  important est  l’expérience de  l’anatomo pathologiste et non pas  la  technique de 
prélèvement  pour  obtenir  un  résultat  concordant  avec  le  diagnostic  final  à  partir  d’un 
matériel  obtenu  par  échoendoscopie.  En  revanche,  la  qualité  des  prélèvements  varie  en 
fonction du type d’aiguille utilisé : ainsi les aiguilles de 19G permettent d’obtenir du matériel 
de  qualité  sans  augmenter  la morbidité mais  elles  ne  peuvent  pas  toujours  être  utilisées 
pour  des  raisons  techniques  notamment  lors  de  la  voie  trans  duodénale  du  fait  de  leur 
rigidité plus marquée (33).  
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Il  est  possible  de  pratiquer  une  cytologie  conventionnelle  ou  une  inclusion  du matériel 
directement  en  paraffine  à  partir  du matériel obtenu  par  ponction.  L’analyse  cytologique 
permet de préciser en premier lieu le diagnostic du syndrome de masse prélevé (30). Dans le 
cas qui nous  intéresse particulièrement,  il  s’agit de  faire  le diagnostic différentiel entre  la 
PCC et le cancer du pancréas (Figure 10). L’échoendoscopie avec ponction est un technique 
qui permet  l’obtention d’échantillons   pour  l’étude des différents marqueurs moléculaires, 
qui peuvent être recherché en « routine » grâce aux plateformes de biologie moléculaire ou 
être  utilisé  dans  le  cadre  de  « recherche  translationnelle ».  Nous  avons  été  l’une  des 






A:  coupe  histologique  d’une  biopsie  faite  sous  échoendoscopie  d’un  adénocarcinome 
pancréatique 




mortalité. Si on associe à  l’EUS  la  cytoponction d’un  syndrome de masse pancréatique,  la 
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morbidité augmente entre 1 et 3% ; un travail réalisé dans  l’équipe a permis de démontrer 




trans  pariétal  ou  scanner  qui  est  de  62% ;  de  plus  ces  voies  d’abord  sont  à  risque  non 
négligeable d’essaimage  intra péritonéal en  cas de biopsies de  tumeurs malignes  (d’où  le 
risque de récidive après traitement notamment sous  forme de carcinose péritonéale)  (38). 








Malgré  la  ponction  sous  échoendoscopie,  certains  patients  n’ont  pas  de  diagnostic 
histologique pour leur syndrome de masse pancréatique (42). Cette situation problématique 
est  estimée  entre  5  et  35%  des  patients  selon  les  séries  qui  vont  se  voir  proposer  une 
duodéno pancréatectomie céphalique (morbidité de 15 à 65 % et mortalité de 3 à 9 % selon 
les équipes) pour une pathologie bénigne, parmi  laquelle on  retrouve aussi  la pancréatite 
auto  immune(43)  (Figure  11).  Compte  tenu  des  difficultés  pour  obtenir  un  diagnostic 
anatomopathologique  dans  le  cadre  d’une  PCC  pseudo  tumorale,  il  est  nécessaire 
d’identifier  d’autres  éléments  d’orientation  vers  le  diagnostic  positif.  Ainsi,  l’idée  est  
d’associer  une  analyse  d’altérations  moléculaires  à  partir  des  échantillons  obtenus  afin 
d’améliorer le rendement diagnostic de l’échoendoscopie avec cytoponction. Ce concept est 
à la base de nos travaux. Il est en effet, possible de réaliser une extraction d’ADN ou d’ARN à 
partir  du matériel  prélevé    pour  identifier  des marqueurs moléculaires,  dans  un  but  de 
diagnostic, qu’il  soit positif ou  différentiel  (44). Cependant,  ces  études  sont plus  difficiles 
compte tenu de la pauvreté en cellules et en tissu de ces prélèvements ; en conséquence, la 




le  liquide de Bouin  (mélange de  formol et d’acide picrique) ou de Dubosc Brazil  (mélange 
acide  picrique,  acétique,  formol  et  éthanol  à  100%).  Selon  les  différentes  pratiques  du 
laboratoire  d’anatomo  pathologie,  le  prélèvement  est  soit  directement  fixé  dans  la  salle 
d’endoscopie  où  il  est  nécessaire  de  privilégier  comme milieu  de  fixation  le  formol,  soit 
conditionné  dans  un milieu  de  transport  « Cytolyt® »  pour  être  secondairement  fixé  au 
laboratoire dans  du  Preservcyt®. Ces  deux milieux  (formol  et  Preservcyt®)  permettent  un 
recueil de cellules et par conséquent l’extraction d’acides nucléiques. L’extraction peut aussi 























La  carcinogénèse pancréatique est  complexe et  consécutive  à une multitude d’altérations 
moléculaires. Aussi plusieurs acteurs cellulaires entrent dans  l’architecture de ce cancer tel 
que  la  cellule  cancéreuse  épithéliale, mais  aussi  les  cellules  souches  cancéreuses  ou  les 
cellules étoilées du micro environnement. Ce dernier va notamment  jouer un  rôle dans  la 
dissémination  tumorale.  La  connaissance  des  différentes  voies  qui  conduisent  au 
développement  du  cancer  du  pancréas  permet  l’élaboration  de  nouvelles  stratégies  non 
seulement  diagnostiques  mais  aussi  thérapeutiques  avec  l’utilisation  de  molécules  qui 
pourront  cibler  certaines  étapes  de  la  cancérogénèse.  Dans  ce  document,  nous  nous 
sommes  principalement  concentrés  sur  l’étude  des  altérations moléculaires  des  cellules 
cancéreuses pancréatiques à visée diagnostique (48). 
1. Les altérations géniques dans le cancer du pancréas  




étapes  de  la  croissance  et  de  la  différenciation  cellulaire.  Lorsqu'ils  sont  activés 
(surexpression,  mutation  ponctuelle),  ils  contribuent  à  la  transformation  maligne  de  la 
cellule. D'une  façon générale, une mutation ponctuelle mono‐allélique ou des deux allèles 
d'un  oncogène  se  traduit  par  une  dérégulation  de  la  fonction  ou  de  l’expression  de  la 
protéine pour laquelle il code. Les oncogènes sont classés selon leurs propriétés en familles : 
facteurs de croissance,  récepteurs de  facteurs de croissance, protéines  impliquées dans  la 
transduction des signaux prolifératifs, protéines nucléaires  régulant  le cycle cellulaire  (51). 
Les altérations frappant les oncogènes sont multiples et apparaissent à différents moments 
de  l’évolution  et  sur  différents  types  anatomo  pathologique  de    lésions  pré  cancéreuses. 







l’amplification de  facteurs de croissance et/ou de  leurs  récepteurs  tels que  l’EGFR  (52). La 
connaissance de ses différentes anomalies génétiques a pour objectif de mettre en place, et 
si possible de valider, des moyens de diagnostics précoces, mais aussi d’aider au diagnostic 
différentiel,  d’obtenir  des  éléments  sur  le  pronostic  du  patient  et  enfin  d’envisager  de 
nouvelles cibles thérapeutiques (Figure 12). 
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L’oncogène KRAS  fait partie de  la  famille  ras  (H pour Harvey, N pour neuroblastome, et K 
pour Kirsten) codant pour une protéine de 21 kDa impliquée dans la transduction de signaux 
prolifératifs.  Le gène KRAS  se  situe  sur  le  chromosome 12  (12pl2 pour K‐ras).  La protéine 
p21‐ras est cytosolique et son ancrage à la face interne de la membrane cytoplasmique par 




clivage  du  peptide AAX ;  dans  un  troisième  temps  intervient  la  carboxylation  des  résidus 
farnésylcystéine N terminaux et enfin une palmitoylation qui permet à nouveau l’ancrage de 
la protéine à  la membrane cellulaire   (Figure 13). Les protéines ras ont une activité GTPase 
intrinsèque  faible  et  fonctionnent  comme  un  « interrupteur GDP/GTP ».  La  forme  liée  au 
GTP  est  active,  alors  que  la  forme  liée  au GDP  est  dépourvue  d’activité(54).  Les  facteurs 
d’échanges  de  nucléotides  guanidiques  (GEF)  permettent  l’échange  de GDP  en GTP  avec 
activation  de  ras.  De  leur  côté  les  GTPAse‐activating  proteins  (GAP)  stimule  l’activité 
GTPasique  de  p21  ras  transformant  le  GTP  en  GDP  et  par  conséquent  provoquant 
l’inactivation de  la protéine ras. Une  fois activée, p21‐ras transmet  les signaux prolifératifs 
des  facteurs  de  croissance  couplés  au  récepteur  7G  et  aux  récepteurs  à  activité  tyrosine 




au niveau du  codon 12  (mutation de  loin  la plus  fréquente au niveau de  la   première ou 
deuxième base), plus rarement au niveau des codons 13, 19, 59 et 61. La forme sauvage du 
codon  12  est  GGT  (pour  l’acide  aminé  glycine).  La mutation  survient  en  général  sur  le 








































Depuis  2003,  la  communauté  scientifique  dispose  de  modèles  animaux  de  souris 
génétiquement  modifiées  constituant  une  aide  à  la  compréhension  des  mécanismes 
cellulaires et moléculaires de cancérogenèse. Ces  lignées murines ont permis de valider  le 
rôle oncogénique du  gène KRAS. Ainsi,  la  cassette  Lox‐Stop‐Lox‐KRAS G12D est placée  au 
niveau  du  locus  endogène  de  KRAS.  La  recombinase  Cre  exprimée  sous  le  contrôle  des 
promoteurs des facteurs de transcription PDX1 ou PTF1  induit  l’expression de KRAS muté à 














anatomopathologiques  confondus.  La  fréquence  de  la mutation  de  l’oncogène  KRAS  est 
variable  (21)  selon  le  sous  type histologique :  la mutation est plus  fréquente dans  le  type 
pancréato biliaire que dans la forme oncocytaire (58, 59). Dans le cadre des kystes mucineux, 
la  fréquence  de  la mutation  est  variable  selon  le  type  histologique.  Les    lésions  de  type 
adénome  présentent  un  taux  de  mutation  de  20  %,  les  formes  dites  borderline  sont 
retrouvées mutées dans 33% et  les carcinomes  in situ dans 87% des cas.  Il n’existe pas de 
corrélation entre la taille de la lésion est la présence de la mutation de KRAS. (60)  
b. L’oncogène BRAF 
BRAF  fait  parti  de  la  famille  serine/thréonine  kinase  RAF.  Ce  gène  est  situé  sur  le 




des MAP  kinases.  La mutation  activatrice  de  BRAF  est  retrouvée  au  niveau  de  l’exon  15, 
représentée  le  plus  fréquemment  par  la mutation  V600E  et  plus  rarement  V600D.  Cette 
mutation est à  l’origine du  remplacement d’une Valine par un autre acide aminé  (63). On 
dispose d’un modèle animal de souris génétiquement modifiée exprimant la mutation BRAF 




Les mutations de  l’exon 15 du gène BRAF  (et plus particulièrement  la mutation V600E) ne 
sont  rencontrées  que  dans  7  à  15  %  des  cas  de  cancer.  La mutation  de  BRAF  est  plus 








par une  cystéine, ou une histidine.  La mutation GNAS  va  entrainer  l’activation de  la  voie 
GPCR (G‐protein coupled receptors) (66). Les 3 sous unités du GPCR sont la sous unité alpha, 
béta  et  gamma.  La  fixation  d’un  facteur  de  croissance  sur  le  récepteur  7G  provoque  la 
séparation  de  la  sous  unité  alpha  des  deux  autres  sous  unités.  La  dissociation  provoque 
l’activation  de  la  sous  unité  alpha  par  le  remplacement  d’un  GDP  en  GTP.  Son 
fonctionnement provoque  l’inhibition ou  la stimulation de  l’activité de  l’adenylyl cyclase ce 




des  TIPMP  et  apparait  précocement  dans  leur  évolution ;  en  revanche  aucun  cancer  du 
pancréas n’est muté pour GNAS sauf si la carcinogénèse a pour point de départ une TIPMP. 
GNAS  semble donc être pour  l’instant un  gène muté  spécifiquement  au  cours des  TIPMP 
(67). 
d. Le récepteur de l’EGF et son ligand 
L’EGFR  est  un  récepteur  membranaire  de  la  famille  des  récepteurs  ErbB  pourvu  d’une 
activité tyrosine kinase. Il est aussi appelé aussi Erb1/HER1. La fixation de son ligand, à savoir 




l’ordre  de  4%).  Cette  mutation  se  localise  au  niveau  de  4  exons  (exons  18‐21).  La 
surexpression de l’EGFR est rencontrée dés le stade PAnIN de type 1 et dans 25 à 65 % des 
cas de cancer du pancréas  (tout comme celle de  son  ligand). Dans  le cystadénocarcinome 
mucineux,  cette  surexpression  est mise  en  évidence  dans  60 %  des  cas  alors  qu’elle  est 




Les  télomérases  sont  des  ribonucléoprotéines  qui  catalysent  l’addition  d’une  séquence 









basales de  la peau ou  les cellules souches  intestinales (71). La répression de  l’activité de  la 
télomérase a pour conséquence un  raccourcissement progressif des  télomères au  fur et à 
mesure des divisions cellulaires, ce qui entraine la sénescence de la cellule et sa mort. Dans 
les  cellules  cancéreuses,  l’augmentation  d’activité  télomérase  est  liée  à  la  mutation 
activatrice  du  gène  hTERT  codant  pour  la  sous  unité  TERT  de  l’enzyme  (72).  L’activité 
télomérase  a  été mise  en  évidence  dans  85  à  95%  des  cas  de  cancer  du  pancréas, mais 
également dans 3% des pancréatites chroniques ; en revanche cette activité télomérase est 
complètement  absente  dans  le  tissu  pancréatique  normal. Dans  le  cadre  des  TIPMP,  une 
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Le  gène  TP53  (Tumor  Protein  53,  17p)  est  un  facteur  de  transcription qui  présente  une 
fonction essentiellement de régulation des processus d’apoptose, de réparation de l’ADN, de 
prolifération  cellulaire, mais  aussi  de  sénescence.  P53  contrôle  la  transcription  du  gène 
codant  pour  la  protéine  p21  ou WAF1  ou  CDKI1  qui  en  se  liant  au  complexe  cyclin‐CDK, 
bloque la cellule dans le cycle en G1 et provoque sa sénescence. L’inactivation du gène TP53 
est la conséquence d’une mutation intra génique avec perte du second allèle. Elle provoque 
une augmentation de  l’instabilité génomique avec  l’apparition de  lésions non  réparées de 
l’ADN  (84).  Prés  de  75  %  des  cancers  du  pancréas  présentent  une  mutation  de  TP53. 
Quelque soit le type de lésions pré cancéreuses, l’inactivation de TP53 survient tardivement 
dans  la  carcinogénèse  pancréatique.  Ainsi  dans  les  lésions  pré  néoplasique  PAnIN,  la 
mutation de TP53 est rarement mise en évidence (12 %) avant le stade PAnIN de type 3. En 
revanche, elle est beaucoup plus fréquente dans les TIPMP, ainsi la mutation de TP53 dans la 
forme   borderline des TIPMP est  retrouvée dans    (30 %) et dans  la  forme avec carcinome 
invasif dans 65 % (85‐87). Le modèle murin combinant la mutation activatrice de KRAS G12D 






la  sst 14 ou 28(89). Cette hormone agit par  l’intermédiaire de 5  sous‐types de  récepteurs 
transmembranaires  (sst1 à sst5) couplés aux protéines G. La somatostatine est un   naturel 
de  la  sécrétion  de  l’hormone  GH  ou  des  hormones  gastro‐  intestinales.  Nous  avons 
démontré  la  perte  d’expression  du  récepteur  sst2  dans  les  cancers  du  pancréas  (90% 
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incluant les métastases) D’une part, les deux mutations ponctuelles 83 A/G (33%) et 57 C/G 
(63%)    dans  la  région  promotrice  du  gène  permet  la  fixation  spécifique  du  facteur  de 
transcription NF‐1 qui  inhibe  la  transcription de ce gène  (92). D’autre part,  la méthylation 
d’ilots  CpG  de  la  région  promotrice  distale  participe  à  la  perte  d’expression  de  sst2. Des 
travaux  réalisés dans  l’équipe ont démontré que  le  gène de  sst2  se  comporte  comme un 
gène suppresseur de  tumeur pour  le cancer du pancréas  (90, 91).  In vitro,  l’occupation du 
récepteur sst2 engendre un effet anti prolifératif via l’activation d’une tyrosine phosphatase  
(modèles de cellules normales et tumorales transfectées). La réexpression de ce récepteur 
dans  des modèles  expérimentaux  de  cancer  du  pancréas  (transfection  stable  de  cellules 
cancéreuses  pancréatiques  humaines  in  vitro  et  transfert  de  gène  intra‐tumoral  in  vivo) 
s’accompagne d’un effet antiprolifératif, d’une inhibition de la croissance in vivo, d’un effet 
anti tumoral de voisinage et de la réduction du pouvoir métastatique (93). En conséquence, 
le  transfert du  gène  sst2 est  à  la base d’un essai de  thérapie  génique de phase  I dans  le 
traitement de l’adénocarcinome pancréatique. Cet essai a été conduit dans l’équipe chez 22 
patients porteurs d’un cancer du pancréas métastatique ou localement avancé pendant les 2 




Sonic  Hedgehog  (Shh)  est  une  protéine  de  la  famille  hedgehod  au même  titre  que  Dhh 
(Drosophilia hh) et Ihh (Indian hh). Shh est synthétisée sous la forme d’un précurseur qui est 
ensuite  clivé  pour  constituer  la  protéine  active.  Il  s’agit  d’un  ligand  pour  le  récepteur 










pancréas  normal;  en  revanche,  Shh  est  augmenté  dans  les  PAnIN  et  dans  70%  des 
adénocarcinomes pancréatiques. Le développement d’un modèle murin avec une expression 











pratique  clinique,  ces  différents  gènes  présentent  un  intérêt  pronostic    dans  la  prise  en 
charge du patient.  
MMP7  est  une Matrix Metallo  Protéase  secrétée  par  la  cellule  pour  dégrader  la matrice 
extra cellulaire. Elle est produite à l’état de pro protéine qui est activée par clivage par une 
protéase  extra  cellulaire  (100).  Les  protéines  S100P,  S100A4  et  S100A2  font  partie  de  la 
famille de protéine de  liaison au calcium S100 ; elles sont caractérisées par un  faible poids 
moléculaires  et  sont  dénommées    ainsi  en  raison  de  leur  solubilité  dans  une  solution 
d’ammonium à 100% (101, 103). Cette famille est constituée d’un groupe de protéine ayant 
la capacité de promouvoir  l’invasion et  les métastases. S100A4 est connue  sous différents 
noms  tel que métastatine ou calvaculine. Elle est  impliquée dans  la mobilité et  l’adhésion 
cellulaire mais aussi dans la prolifération cellulaire et de l’angiogénèse. S100P est impliquée 




des  cellules  (104,  105).  L’étude  de  l’expression  par  immuno  histochimie  sur  des  pièces 





l’expression des ARNm. En effet  l’équipe de Buchholz et al.  (107) a  réalisé une extraction 
d’ARN à partir de la microdissection de PanIN, de cancer du pancréas et de pancréas normal 





analysées  dans  l’étude  ont  été  classées  en  « non  invasives »  ou  « invasives »  sur  le  plan 
anatomopathologique.  Ainsi,  les  auteurs  démontrent  la  surexpression  de  la  lipocaline  2 
(LCN2) ainsi que de trois protéines de la famille du TreFoil Factor (TFF) 1, 2, 3. Ces résultats 
sont  confirmés  par  la  suite  par  immunohistochimie.  Ainsi  la  lipocaline  2  est  surexprimée 
dans 97% des TIPMP et 95% des cancers du pancréas.  
Ces  deux  études  indépendantes  font  donc  apparaitre  que  les  facteurs  TreFoil  sont 
surexprimés durant  la carcinogenèse pancréatique. En condition normale, TFF 1, 2, 3  sont 
principalement  exprimés  au  niveau  du  tractus  digestif. Outre  le  cancer  du  pancréas,  ces 





l’invasion  des  cellules  cancéreuses  mais  aussi  l’angiogénèse  tumorale.  PLAU  (plasmine 
activator  urokinase)  et  PLAT  (Tissue  Plasminogen  Activator)  sont  des  protéines  à  activité 
sérine protéases qui assurent le clivage du plasminogène en plasmine de façon directe pour 
PLAT  ou  indirecte  via  l’urokinase  pour  PLAU.  PLAU  et  PLAT  sont  impliqués  dans  la 




d’expression  de  1176  gènes  associés  au  cancer  du  pancréas  (110).  L’ARN  est  extrait  de 
  46
lignées  de  cellules  cancéreuses  pancréatiques  et  de  tissus  de  cancer  du  pancréas.  Nous 
avons  confirmé  la  surexpression  de  plusieurs  gènes  dans  le  cancer  du  pancréas  tels  que 
PLAT,  KRT7,  MMP7  et  LCN2,  par  rapport  au  tissu  pancréatique  normal.  De  façon  plus 
générale, nous avons retrouvé la surexpression de ces gènes impliqués dans l’invasion et les 
métastases  dans  le  matériel  de  ponction  sous  échoendoscopie  de  cancer  du  pancréas 
localement avancés et métastatiques.  
En conclusion,  il est possible de quantifier  l’expression de gènes potentiellement  impliqués 
dans la cancérogénèse pancréatique dans le tissu pancréatique normal, les lignées cellulaires 
et  les  tumeurs  par  la  technique  de  puce  à  ADN  ou  celle  de  SAGE,.  Un  certain  nombre 
d’études  confirme  que  des  gènes  sont  systématiquement  et  spécifiquement  retrouvés 
surexprimés  dans  les  tissus  d’adénocarcinome  pancréatique,  provenant  soit  de  cancers 
réséqués ou métastatiques. De  façon  remarquable,  la plupart des gènes  surexprimés  sont 














Argonautes  (AGO1  ou  AGO2)  pour  former  le   complexe  RISC  (RNA‐induced  silencing 
complex). Un seul brin est incorporé au RISC et va permettre l’interférence avec l’ARNm qu’il 
cible.  Si  l’interaction  est  parfaite  entre  le micro  ARN  et  l’ARNm,  l’hybride miARN:ARNm 

















Compte  tenu  de  leur  abondance  relative  et  de  leur  grande  stabilité,  les  miARNs  sont 
facilement  accessibles  quelque  soit  le  matériel  biologique  (sang,  tumeur  réséquée, 
cytoponction à  l’aiguille  fine)  (119) et sont ainsi considérés comme des acteurs  importants 
dans  le dépistage du cancer du pancréas (Tableau 2). Notre équipe a caractérisé  leur profil 
d’expression  dans  des  lésions  PanINs  d’origine  murine  ou  humaine ;  nous  avons  ainsi 
démontré une augmentation progressive de  l’expression de  l’oncomiR miR‐21 au  sein des 
lésions pré néoplasique de type PanIN (114). Nous avons également étudié  l’expression du 
précurseur du miARN Let‐7 dans  le matériel de cytoponction effectuées dans des  tumeurs 
primitives de patients porteurs de cancer pancréatique  inopérable  (Annexe 1)  (115). Nous 
avons observé une diminution drastique de l’expression de ce miARN non seulement dans le 
matériel  de  cytoponction  de  tumeurs  localement  avancées  mais  aussi  dans  les  pièces 
d’exérèses d’adénocarcinome pancréatique, et dans  les  lignées cellulaires qui en dérivent. 
Les miARNs constituent un outil pour  le diagnostic positif mais surtout différentiel entre  le 
cancer  du  pancréas  et  la  pancréatite  chronique.  Ainsi,  nous  avons  démontré  que  la 
méthylation de  la  séquence promotrice du miARN miR‐148a est un marqueur différentiel 
entre PCC pseudo tumorale et cancer du pancréas localement avancé ou métastatique (116, 
117).  Enfin,  certains  miARN  permettent  d’établir  le  pronostic  du  patient  mais  aussi  sa 
réponse au  traitement par Gemcitabine  (111). Enfin  les miARN  représentent une nouvelle 
classe de cibles thérapeutiques pour  la prise en charge du cancer du pancréas. Ainsi, nous 
avons  récemment  démontré que  le  ciblage  de  l’oncomiR  miR‐21  dans  des  modèles 
expérimentaux  inhibe  la  progression  tumorale  et  favorise  la  chimio  sensibilisation  des 













syndrome  de masse  pancréatique,  il  est  souvent  difficile  de  faire  la  différence  entre  un 
cancer ou une PCC pseudo tumorale sur  la simple description morphologique apportée par 
l’imagerie (120, 121). La biopsie sous échoendoscopie peut avoir un intérêt si elle ne met pas 
en évidence de  cellules  carcinomateuses à  l’examen anatomopathologique. Cependant,  la 
ponction n’est contributive que dans seulement 10 % des cas. En général, cette intervention 
met  en  évidence  des  cellules  participant  à  un  processus  inflammatoire  (leucocytes, 
monocytes), ainsi que de  la fibrose mêlée à des acini normaux. Le diagnostic de  la PCC est 
  50
histologique  (et  non  cytologique),  donc  il  requière  des micro  biopsies  pour  permettre  de 
différencier les adénocarcinomes bien différenciés et  la PCC. En pratique courante, un suivi 
clinique du patient est nécessaire. Dans les cas où le diagnostic n’est pas établi ou en cas de 
ponction  non‐contributive  (cellules  peu  abondantes,  contaminants  duodénaux  ou 





Parmi  les marqueurs permettant  la discrimination  entre  la PCC  et  le  cancer, deux  études 
menées par  l’équipe de Friess et al. ont démontrée  l’intérêt diagnostique de CRISP 3 (pour 
Cysteine Rich  Secretory  Protein  3)  dans  la  PCC  (123,  124). CRISP  3  est  une  glycoprotéine 
encodée par le gène CRISP situé sur le chromosome 6p. Son autre dénomination est SGP28. 
CRISP3 est essentiellement exprimée au sein des glandes salivaires, que ce soit du pancréas 
exocrine ou de  la prostate. Dans un  travail mené par  l’équipe de Friess,  il a été démontré 
une  surexpression  de  l’ARN  et  de  la  protéine  CRISP3  dans  le  cytoplasme  des  cellules 
pancréatiques  chez  des  patients  porteurs  d’une  PCC  en  comparaison  avec  le  pancréas 
normal  et  les  cellules  adénocarcinomateuses.    Néanmoins  le  rôle  physiologique  ou 
physiopathologique de CRISP3 n’est pas connu à ce jour. 
La mutation de l’oncogène KRAS a aussi été recherchée au décours des PCC. Cette recherche 
a  été  réalisée  à  partir  du  sang,  du  suc  pancréatique  ou  du  liquide  duodénal,  de  pièces 
opératoires et plus récemment à partir de matériel de ponction sous échoendoscopie. Ainsi, 
plusieurs  travaux  publiés  et  notamment  ceux  de  Furuya  et    al  (125)  ont  démontré  la 
présence  de  la mutation  de  l’oncogène  KRAS  dans  le  suc  pancréatique  chez  des  patients 
porteurs  d’une  PCC.  En  parallèle,  le  travail  de  Shi  et  al  (126)  démontre  la  possibilité  de 
rechercher  la mutation  de  l’oncogène  KRAS  à  partir  de  suc  pancréatique  obtenu  en  per 
opératoire. Pour expliquer cette positivité,  les auteurs ont étudié  les pièces opératoires sur 
le  plan  antomo  pathologique  et  ont  mis  en  évidence  des  lésions  de  type  PanIN.  Ainsi 












les canaux excréteurs. Néanmoins,  les événements cellulaires ne  sont pas  tous connus. La 
cellule étoilée du pancréas  jouerait un rôle dans  le développement des  lésions de PCC. En 
effet  l’alcool provoque la stimulation des cellules étoilées in vitro (128). L’activation de ces 




existe sous 3  iso  formes  (TGF béta 1, 2, 3). L’iso  forme 1 est, entre autre, produite par  les 
cellules étoilées mais aussi par  les cellules acinaires. La synthèse de TGF ß1 par  les cellules 
acinaires entraine  l’augmentation de  la production du collagène par  les cellules étoilées. Le 
TGFß  joue aussi un  rôle dans  la prolifération et  la différenciation  cellulaire.  Il  s’agit d’une 
cytokine de l’immunomodulation. On le retrouve impliqué dans de la carcinogenèse et dans 
d’autres pathologies  tel que  le diabète,  les maladies auto  immune et cardio vasculaire. Le 
TGFß  agit  par  l’intermédiaire  de  son  récepteur  membranaire  après  s’être  dissocié  du 
complexe latent qu’il forme avec le Latency Associated Protein (LAP) et Latent TGFß Binding 




































‐ Evaluer  et  développer  à  travers  ce  travail  la  faisabilité  des  techniques  de  biologie 




du  cancer  du  pancréas  par  des  altérations  moléculaires  et/ou  au  diagnostic 
différentiel avec la PCC dans sa forme pseudo tumorale. 
 
‐ Evaluer  la  recherche  de  la  mutation  de  l’oncogène  KRAS  comme   biomarqueur 









































Ce  travail  avait pour but d’étudier  la  faisabilité  clinique et  l’utilisation de  la  technique de 
Taqman  low density array pour  l’identification de  l’expression de gènes discriminants entre 
le  cancer  du  pancréas  et  la  PCC  à  partir  d’échantillons  obtenus  par  ponction  sous 
échoendoscopie. 
Le cancer du pancréas et la PCC pseudo tumorale sont deux entités bien distinctes sur le plan 
du  traitement,  du  pronostic  pour  le  patient  et  de  l’évolution  de  la  maladie. 
Malheureusement,  les examens d’imagerie actuels   ne sont pas suffisamment performants 
pour poser un diagnostic de certitude sans obtenir une preuve anatomo‐pathologique. Ainsi 
les  cliniciens  sont  souvent  confrontés  à  un  patient  porteur  d’un  syndrome  de  masse 
pancréatique pour  lequel  le diagnostic  final peut être un  cancer avec  ses  conséquences à 
court terme (chirurgie ? chimiothérapie ? pronostic ?) ou une PCC pseudo tumorale avec un 
meilleur pronostic mais des conséquences à long terme telles que la nécessité d’un suivi en 
particuliers  pour  rechercher  des  complications  chroniques  (diabète,  insuffisance 
pancréatique exocrine). 
Sur  le  plan  histologique,  l’aspect  des  cellules  cancéreuses  pancréatiques  est 
pathognomonique  et  ne  laisse  pas  de  place  au  doute  diagnostic  lorsque  celles‐ci  sont 
obtenues  à  partir  d’une  pièce  opératoire.  Le  diagnostic  devient  plus  difficile  et  nécessite 
toute  l’expérience  de  l’anatomo‐cytopathologiste  pour  faire  le  diagnostic  à  partir  d’un 
matériel exigu et partiel de  la tumeur, c'est‐à‐dire  lorsque celui‐ci est obtenu par ponction 
sous échoendoscopie. L’analyse cytologique et/ou histologique d’une PCC pseudo tumorale 
reste  difficile  compte  tenu  d’un  matériel  pauvre  en  cellule  pancréatique  mais  riche  en 




L’analyse  du  transcriptome  à  la  recherche  de marqueurs moléculaires  pour  le  diagnostic 
précoce, le pronostic et le développement de thérapies ciblées est réalisée historiquement à 
partir de puces à ADN complémentaire ou soit via la technique SAGE. Plusieurs équipes dont 










en  temps  réel.  En  conséquence,  nous  avons  opté  pour  l’utilisation  d’une  approche  de 
Taqman array, qui présente  l’avantage de  fournir une mesure quantitative de  l’expression 
des  gènes,  afin d’établir de  façon prospective et multicentrique un profil d’expression de 
















































Le  cancer  du  pancréas  est  un  cancer  de  mauvais  pronostic.  85%  des  patients  sont 
diagnostiqués  à  un  stade  tumoral  localement  avancé  ou métastatique  (18).  Dés  lors,  les 
patients ne peuvent espérer au mieux une prise en charge par chimiothérapie et au pire une 
prise  en  charge  palliative  avec  la mise  en  place  de  soins  de  support.  C’est  ce  groupe  de 
patients qui va bénéficier d’une ponction sous échoendoscopie pour l’obtention de la preuve 
anatomo‐pathologique  du  cancer  du  pancréas.  Malheureusement,  cette  technique  ne 
permet  pas  d’obtenir  un  échantillon  exploitable  dans  100%  des  cas  dés  le  premier 
prélèvement  (sensibilité 75  ‐95%, valeur prédictive négative de 50 à 60%)(32) et nécessite 
parfois  une  deuxième  voire  une  troisième  biopsie  pour  avoir  enfin  la  preuve  anatomo‐
pathologique.  Cette  nécessité  de  réaliser  un  nouveau  prélèvement  entraine  un  retard 











l’article  référencé). Ainsi, nous  avons  sélectionné 23  gènes dont  l’expression est modulée 
(surexpression dans le cas de PLAU, PLAT, KRT 7 ou KRT17 ; invalidation concernant SST2 et 
DPC4)  dans  le  cancer  du  pancréas  et  qui  font  ainsi  office  de  marqueurs  ou  d’acteurs 
potentiels pour ce cancer. Certains de ces gènes jouent un rôle essentiel dans la prolifération 
cellulaire cancéreuse (SFN) ou dans  l’invasion des cellules tumorales (S100P, S100A4) (103, 
104).  En marge  de  ce  travail,  nous  avons  étudié  l’expression  du  gène  CRISP3  qui  serait 
surexprimé dans la PCC en comparaison au cancer du pancréas. Cependant, nous avons été 




à  notre  étude  afin  de  pouvoir  tester  8  échantillons  simultanément. Nous  avons  limité  le 
nombre  de  gène  à  23  car  nous  avons  préféré  qu’ils  soient  quantifiés  en  double  pour 
améliorer  la  fiabilité de  l’analyse. Le principal problème, a  résidé en  l’obtention d’ARN en 
quantité ou en qualité suffisante. Durant cette étude de  faisabilité, nous avons choisis des 
critères  stricts  en  termes  de  qualité  d’ARN  qui  ont  été  défini  par  un  ratio  ARN  28S/18S 
supérieur à 1,8.  In  fine, prés de 50% des échantillons n’étaient pas exploitables  selon nos 
critères. Ainsi nous n’avons pas pu appliquer cette technique à tous les patients inclus dans 
l’étude  car,  tout  comme  pour  l’analyse  histologique  nous  sommes  confrontés  au même 
problème  vis‐à‐vis de  la qualité  inégale des  ressources biologiques dans  le domaine de  la 
pancréatologie clinique (110).  
Une  fois  les  critères de qualité établis et afin d’avoir une quantité  suffisante d’ARN, nous 
avons été amenés à amplifier ce matériel. En effet la quantité moyenne d’ARN obtenu pour 








avons  démontré  que  le  gène  codant  pour  la  GAPDH  est  sur  exprimée  dans  les  lésions 
cancéreuses par  rapport  au  tissu  sain,  au  contraire de  l’actine qui est  surexprimé dans  le 
tissus  sain.  Par  conséquent,  il  n’était  pas  envisageable  de  réaliser  une  normalisation  des 
données (détermination des deltas CT) à partir de ces gènes. A  l’inverse,  le 18S est apparu 







PLAT,   MSLN, MMP7 et MMP11)  jouent un rôle  important dans  l’invasion tumorale et sont 






de  l’expression de S100P et de KRT7 dans ces échantillons,  la sensibilité et  la spécificité de 
notre approche pour  le diagnostic différentiel du  cancer du pancréas et de  la PCC atteint 
80% et 77%, respectivement. Ainsi, nous avons recherché  lors d’un travail complémentaire 




de  « typer »  la  tumeur  que  l’on  étudie  et  de  déterminer  sa  nature  épithéliale.  Plusieurs 
publications  ont  démontré  l’intérêt  de  S100P  comme  marqueur  de  l’adénocarcinome 
pancréatique. En effet, S100P est un marqueur diagnostic positif de tumeurs pancréatiques 
cancéreuses réséquées mais est aussi indicateur de mauvais pronostic (106). Par contre, nos 
résultats  démontrent  que  le  marquage  de  S100P  est  moins  fréquent  et  surtout  moins 
intense dans  les  lésions  localement  avancées et/ou métastatiques de  cancer du pancréas 
L’évolution  des  connaissances  sur  la  carcinogenèse,  y  compris  pancréatique,  a  permis  de 
mettre  en  évidence  l’existence  et  l’importance  des miARNs  en  oncologie.  Ainsi  dans  un 
travail complémentaire nous nous sommes intéressés à l’expression du miARN let‐7, qui est 
un inhibiteur post‐transcriptionnel de l’oncogène KRAS.. 
Dans  cette étude  réalisée au  sein de  l’équipe par Torrisani et al  (115), nous avons 
mesuré l’expression de let‐7 dans le matériel obtenu par cytoponction préalablement décrit. 
Compte  tenu  des  limitations  technologiques  inhérentes  à  ce  protocole,  il  nous  était 





l’étude  des  miARNs  à  partir  de  matériel  obtenu  par  ponction  à  l’aiguille  fine  sous 
échoendoscopie d’une masse pancréatique. Ainsi, ce travail  laisse suggérer des possibilités 
diagnostiques mais aussi thérapeutiques si on considère que la restauration de l’expression 
de  let‐7 dans  les cellules cancéreuses pancréatiques pourrait contrecarrer  la carcinogenèse 
pancréatique dépendante de KRAS. Malheureusement, si on observe  in vitro un effet sur  la 
croissance cellulaire après transfection de  let 7 dans des cellules Capan1,  in vivo ce miARN 
est  incapable  d’impacter  la  croissance  tumorale  dans  un modèle  expérimental  de  souris 
athymique xenogreffée (annexe1). En conclusion, les perspectives  cliniques de notre travail 
sont  multiples  et  constituent  un  exemple  type  de  recherche  translationnelle.    Par 










suffisants  pour  mener  à  bien  une  étude  par  (RT)PCR  quantitave  de  l’expression  de  96 
miARNs  candidats.  Compte  tenu  de  leur  abondance  et  de  leur  stabilité,  les miARNs  se 









‐ Evaluer et développer à  travers  ce  travail    la  faisabilité des  techniques de biologie 













pancréatiques  interagissent  avec  le  stroma  de  type  ovarien mais  aussi  avec  les  cellules 
souches  cancéreuses.  Jones et  al  (50) ont  colligé prés de 63 altérations  géniques dans  ce 
cancer. Ces altérations sont regroupées dans 12 voies de signalisations telles que la voie ras. 
Parmi  les cancers épithéliaux,  l’adénocarcinome pancréatique est celui qui présente  le plus 
fréquemment  une mutation  de  l’oncogène  KRAS,  participant  au  gain  de  prolifération  et 
d’invasion pour ce cancer de mauvais pronostic et difficile à traiter. Les gènes de  la famille 
ras  (H pour Harvey, N pour neuroblastome, et K pour Kirsten) codent une protéine de 21 
kilodaltons  impliquée  dans  la  transduction  de  signaux  prolifératifs.  L’oncogène  KRAS  est 
muté sur  le codon 12 préférentiellement mais aussi au niveau   des codons 13, 19, 59 et 61 
(54). La mutation ponctuelle du codon 12 modifie  le site de fixation du GTP sur  la protéine 
p21‐ras.  Cette  modification  du  site  de  fixation  a  pour  conséquence  une  activation 
permanente  de  la  protéine  et  par  conséquent  de  la  voie  de  signalisation  ras  pour  la 
prolifération cellulaire.  
La recherche de  la mutation de  l’oncogène KRAS à visée diagnostique ou pronostique a été 
réalisée  sur  de  nombreux  milieux  tel  que  le  plasma,  le  suc  pancréatique,  des  pièces 
opératoires et dernièrement à partir de matériel obtenu par ponction à  l’aiguille fine d’une 
masse  pancréatique.  Par  ailleurs  la  détermination  de  cette mutation  s’est  faite  avec  de 
nombreuses techniques telles que la RFLP et/ou le séquençage. 
L’objectif  de  nombreux  travaux  de  recherche  en  pancréatologie  est  de  permettre  de 
détecter le plus précocement possible le cancer du pancréas.  Cependant, un des problèmes 
les plus  fréquents auxquels  les cliniciens sont confrontés en pratique clinique courante est 
de différentier une  lésion bénigne  telle que  la PCC pseudo  tumorale d’une  lésion maligne. 
Ainsi notre travail réalisé à partir d’une série prospective multicentrique de patients porteur 
d’un  syndrome  de masse  pancréatique  avait  pour  objectif  de  déterminer  l’intérêt  de  la 
recherche de la mutation de l’oncogène KRAS pour l’aide au diagnostic différentiel entre un 


















































avec  cytoponction.  Il  s’agit d’un examen ayant une  faible morbi‐mortalité et qui présente 
une  sensibilité  de  85%  et  une  valeur  prédictive  négative  de  50  à  60%  pour  le  diagnostic 
positif d’un syndrome de masse pancréatique. Par ailleurs, cette approche évite l’essaimage 
des cellules  tumorales en  intra péritonéal comme cela a pu être démontré avec  la biopsie 
sous échographie per cutanée (39). 
Ainsi, nous avons  colligé de manière  consécutive  sur deux ans des patients porteurs d’un 
syndrome  de masse  pancréatique  à  partir  d’une  étude multicentrique  prospective. Notre 
objectif  était  de  réaliser  le  diagnostic  différentiel  entre  le  cancer  du  pancréas  et  la  PCC 
pseudo  tumorale  avec  l’aide  de  la  biologie  moléculaire  grâce  à  la  détermination  de  la 
mutation de l’oncogène KRAS. 
La  fréquence de  la mutation de  l’oncogène KRAS dans  le  cancer du pancréas est  variable 
selon  les  séries  de  la  littérature  (entre  65  et  95 %)  (53).  Cette  variable  est  à mettre  en 
rapport avec  la  technique utilisée mais aussi avec  le matériel ou avec  le milieu  (suc, sang) 
utilisé pour  la détection. Les pourcentages  les plus élevés sont obtenus à partir des pièces 
opératoires. Actuellement,  l’échantillon obtenu par ponction sous échoendoscopie permet 







PCC  pseudo  tumorale  ne  présente  de mutation  de  l’oncogène  KRAS.  Ce  résultat  semble 
similaire aux données de la littérature ; ainsi Takahashi et al (44) présentent des résultats de 





l’oncogène  KRAS  permet  de  poser  le  diagnostic  de  bénignité.  Par  ailleurs,  dans  un  autre 
travail non publié mais qui a  fait  l’objet d’un  travail de  thèse, nous avons suivi sur  le plan 
clinique mais aussi par des examens d’imageries pendant une durée minimale de 5 ans des 
patients porteurs d’une PCC pseudo tumorale.   Au cours de ce suivi, nous avons renouvelé 
l’échoendoscopie  avec  cytoponction  et  la  recherche  de  la mutation  de  l’oncogène  KRAS. 
Durant  ce  suivi, aucun patient n’a présenté  sur  le plan  clinique ou anatomo pathologique 








En pratique clinique, nous nous sommes également  intéressés à  l’impact de  la mutation de 
l’oncogène KRAS sur le pronostic et la survie des patients. Récemment Ogura et al (131) ont 
publié une  série de 242 patients porteurs d’un  adénocarcinome pancréatique  chez qui  le 




mutation G12V  aurait un pronostic  similaire  aux patients non mutés par  rapport  au deux 
autres types de mutations G12D et G12R (132). Au contraire, les travaux de Schultz et al (63) 
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n’ont  pas  retrouvé  d’implication  de  la mutation  de  l’oncogène  KRAS  comme  facteur  de 
mauvais  pronostic  de  l’adénocarcinome  pancréatique.  Nous  avons  obtenu  des  résultats 
similaires  qui  démontrent  l’absence  de  corrélation  entre  la  présence  de  la mutation  de 
l’oncogène KRAS et la suivie des patients quelque soit le stade de leurs tumeurs. Par ailleurs, 
nous  n’avons  pas  retrouvé  de modification  de  la  survie  des  patients  traités  ou  non  par 
Gemcitabine  en  fonction  de  leur  statut  KRAS  (annexe  2)  (133).  En  conclusion,  au  vu  des 
données  de  la  littérature  et  de  notre  propre  expérience,  il  est  encore  difficile  d’évaluer 
l’impact et l’influence véritable de la mutation de l’oncogène KRAS sur la survie des patients 
porteurs  d’un  adénocarcinome  pancréatique  ou  sur  leur  réponse  aux  traitements 
contrairement aux patients porteurs d’un cancer du colon. 
Ce  travail  a  permis  de modifier  la  pratique  clinique  quotidienne  de  prise  en  charge  des 
patients porteurs d’un  syndrome de masse.  En effet,  les  cliniciens  réalisent désormais de 
manière systématique  la recherche de  la mutation de  l’oncogène KRAS après obtention du 
consentement  éclairé  du  patient.  Compte  tenu  du  nombre  de  prélèvement  réalisé,  nous 
avons du modifier notre technique de détection de la mutation de l’oncogène KRAS. Avec le 
développement  du  plan  cancer  2009‐2013  sont  apparues  des  plateformes  de  biologie 
moléculaire dédiées notamment à  la détermination de  la mutation de  l’oncogène KRAS sur 
les codons 12 et 13 par une technique de discrimination allélique par Taqman. Nous avons 
réalisé une étude comparative des résultats de la mutation KRAS entre la détermination par 
notre ancienne  technique RFLP et  séquençage et  la discrimination allélique. Nous n’avons 
pas mis en évidence de différence en termes de résultats mais en revanche la technique de 
discrimination allélique apparait comme une technique plus rapide et moins couteuse que la 
précédente.  Ainsi  depuis  2010,  nous  déterminons  la  mutation  de  l’oncogène  KRAS  par 
discrimination allélique  constituant donc un transfert de technologie.  
En conclusion, l’association de l’analyse cyto‐histologique et la détermination de la mutation 
de  l’oncogène  KRAS  améliore  la  valeur  prédictive  négative  de  la  biopsie  sous 
échoendoscopie. Cet élément pourrait permettre une modification de prise en charge des 
patients  porteurs  d’un  syndrome  de masse  pancréatique.  En  effet,  on  peut  envisager  de 
concevoir de traiter des patients présentant un syndrome de masse pancréatique porteurs 
d’une mutation de  l’oncogène KRAS pour un cancer même si  le  résultat de  l’analyse cyto‐
histologique  reste  non  ou  peu  contributif.  Cette  attitude  permettrait  de  traiter  plus 
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rang,  les moyens mis  en  place  pour  la  prévention,  le  diagnostic  précoce  et  le  traitement 
restent encore insuffisants. Ainsi avec son incidence en augmentation, le cancer du pancréas 
pourrait devenir un problème de santé publique et même représenter la première cause de 
décès  par  cancer  d’ici  20  ans.  Près  de  85%  des  patients  porteurs  d’un  adénocarcinome 
pancréatique  sont  diagnostiqués  à  un  stade  localement  avancé  ou métastatique  et  par 
conséquent ne peuvent pas prétendre à une prise en charge à visée curative et présentent 
donc un taux de survie faible.  
A  travers  ces  deux  publications  et  leurs  annexes,  nous  avons  démontré  les  différentes 
possibilités  de  recherche  translationnelle  que  nous  avons  pu  mener  à  bien  à  partir 
d’échantillons  obtenus  sous  échoendoscopie.  Tout  d’abord  ces  travaux  constituent  une 
étude  de  faisabilité  pour  l’obtention  d’échantillons  sous  échoendoscopie  et  pour  les 
possibilités    d’extraction    d’ADN  ou  d’ARN    en  vu  d’analyse  de  biologie moléculaire.  Les 
échantillons sont obtenus chez les patients en absence de morbi‐ mortalité. 
Par  la suite,  les résultats obtenus au décours de ces deux études sont actuellement utilisés 









d’offreINCA  2012  pour  la  création  d’une  base  clinico  biologique  sur  le  cancer  du 
pancréas (BACAP).  L’objectif  de  la  création  de  cette  base  clinique  et  biologique  est  de 
recueillir des données cliniques de manière multi centrique et prospective chez des patients 
porteurs d’un adénocarcinome pancréatique associées à un prélèvement de  la tumeur soit 





La  constitution  de  ce  type  de  base  de  donnée,  combinée  aux  avancées  technologiques 
majeures décrites lors de ce travail de thèse, sont deux pré‐requis essentiel afin de découvrir 
de nouveaux marqueurs moléculaires diagnostiques, pronostiques et de suivi de réponse au 

























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Pancreatic  cancer  is  the  fourth  leading  cause of  cancer death.  In 85% of  cases  tumors are 
diagnosed  as  a  locally  advanced  or  a metastatic  stage.  Consequently,  patients  are  treated  in  a 
palliative  way  with  chemotherapy  or  best  supportive  cares.  In  this  context,  the  endoscopic 
ultrasound (EUS) with fine needle aspiration biopsy (EUS‐FNAB) appears as a clinical improvement for 
the diagnosis and the staging of pancreatic cancer. 
Aims of  this  study were  to validate  the possibility of DNA and RNA extraction and analysis 
within samples of pancreatic  tissues obtained during EUS‐FNAB. To distinguish between pancreatic 
cancer  and  chronic  pancreatitis we  use  low‐  density  array  technique  to  evaluate  simultaneously 
expression of 23 genes of  interest  (chosen  from our previous published works or  form  literature). 





We  first  demonstrated  that  the  expression  of  the  18S  housekeeping  gene  is  stable  and 






and  KRT7  gave  better  diagnosis  performances  (area  under  receiver  operating  curve  0.81  with 
sensitivity 81% and specificity 77%) (B. Bournet et al. Pancreatology. 2012;12:27‐34). 
KRAS status analysis was successful in all EUS‐FNAS samples. Codon 12 KRAS point mutation 
was  found  in  66%  of  pancreatic  cancer  samples.  No  case  of  chronic  pancreatitis  displayed  KRAS 
mutation. Sensitivity,  specificity, positive and negative predictive values and all overall accuracy of 
cytopathology alone for diagnosis of pancreatic carcinoma versus chronic pancreatitis were of 83%, 





thanks  to  technological  transfer,  we  are  currently  using  KRAS  mutation  analysis  (allelic 
discrimination) to  improve the diagnosis of pancreatic cancer by EUS‐FNAB. Moreover, we also are 










Le  cancer du pancréas est  la quatrième  cause de décès par  cancer. Dans 85% des  cas  les 






masse pancréatique, un  cancer du pancréas  (mutation KRAS,  codon 12) d’une pancréatite 
chronique pseudo  tumorale  (KRAS  sauvage). Nous  avons pu établir que  la présence de  la 
mutation  de  KRAS  au  sein  des  masses  pancréatiques  était  hautement  évocatrice  de 
malignité. En  cas de pancréatite chronique  la présence d’un KRAS  sauvage est hautement 
évocatrice de bénignité. Le deuxième objectif était d’évaluer, la faisabilité et l’utilité clinique 
de  la  technique  de  TaqMan  low–density  array  pour  aider  au  diagnostic  de  cancer  du 
pancréas par  la détermination de  la surexpression ou non de gènes cibles. Nous avons pu 
établir  une  signature  moléculaire  de  l’adénocarcinome  pancréatique  (gènes  codant  des 






l’oncogène  KRAS,  bio  marqueurs  moléculaires,  transcriptomique,  échoendoscopie  avec 
cytoponction. 
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